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5HT: serotonina (5-idrossitriptamina) 
5-HPETE: acido 5-idroperossieicosatetraenoico 
8-Br-cAMP: 8-bromo-adenosin monofosfato ciclico  
AHP: iperpolarizzazione postuma 
cAMP: 3’-5’ adenosin monofosfato ciclico 
DHO: di-idro-ouabaina  
E.S.: errore standard 
fEPSP: potenziale postsinaptico eccitatorio di campo 
H. medicinalis: Hirudo medicinalis 
IK/Ca: corrente potassio calcio-dipendente  
LTD: depressione a lungo termine 
LTF: facilitazione a lungo termine 
MAP chinasi: proteine chinasi attivate da mitogeni 
N: nocicettiva 
Na+/K+ ATPasi: sodio-potassio adenosin trifosfato fosfatasi 
NMDA: N-metil-D-asparato 
P: pressoria  
PS: potenziale sinaptico 
Rm: resistenza d’ingresso 
T: tattile 
Vm: potenziale di membrana a riposo 
RIASSUNTO 
 
Questo lavoro di tesi riguarda un modello di plasticità sinaptica evidenziato 
nella sanguisuga Hirudo medicinalis (H. medicinalis), che rappresenta un utile 
modello sperimentale per lo studio dei meccanismi cellulari e molecolari alla 
base di forme elementari di apprendimento. L’indagine è stata condotta sui 
meccanocettori T che rispondono a lievi stimoli tattili e rappresentano il primo 
elemento neuronale implicato nell’induzione di vari atti comportamentali in 
grado di andare incontro a forme di apprendimento.  
I meccanocettori T rispondono alla stimolazione del campo recettoriale o 
all’iniezione, nel soma, di treni di impulsi depolarizzanti con una scarica 
sostenuta di potenziali d’azione alla quale è associata una iperpolarizzazione 
postuma (AHP). L’attività della Na+/K+ ATPasi è il principale meccanismo 
responsabile della genesi della AHP nelle cellule T.  
Evidenze sperimentali indicano che la modulazione dell’attività della Na+/K+ 
ATPasi può giocare un ruolo importante nella plasticità neuronale e sinaptica sia 
nei Vertebrati sia negli Invertebrati. Recentemente, nelle cellule T di H. 
medicinalis, è emerso che un aumento dell’attività della Na+/K+ ATPasi, 
generata dalla stimolazione ripetuta a bassa cadenza delle cellule T, porta ad un 
incremento dell’ampiezza della AHP correlato con una riduzione dell’output 
sinaptico di questi neuroni, misurato come riduzione dell’ampiezza dei 
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potenziali sinaptici (PSs) evocati in un’altra cellula T connessa sinapticamente 
con il neurone T stimolato ripetutamente.  
Precedentemente, era stato osservato che la serotonina (5HT), neurotrasmettitore 
implicato in alcune forme di apprendimento nella sanguisuga, determina una 
riduzione dell’ampiezza della AHP nelle cellule T per inibizione della Na+/K+ 
ATPasi. L’azione della monoammina si esplica attraverso un meccanismo 
recettoriale che prevede la mediazione del secondo messaggero intracellulare 
AMP ciclico (cAMP). 
Nel presente lavoro di tesi è stato indagato se l’inibizione della Na+/K+ ATPasi 
fosse in grado di modulare l’attività sinaptica delle cellule T.  A tale scopo, è 
stata presa in considerazione la sinapsi tra due cellule T ipsilaterali di uno stesso 
ganglio segmentale, le quali sono accoppiate mediante sinapsi mista chimica ed 
elettrica. Nella cellula T considerata postsinaptica, è stata misurata l’ampiezza 
del PS in risposta a stimoli test generati nell’elemento presinaptico 
immediatamente dopo l’induzione di una AHP, in differenti condizioni 
sperimentali: prima dell’applicazione di sostanze in grado di inibire la Na+/K+ 
ATPasi (controllo), immediatamente dopo e a vari tempi durante il lavaggio con 
soluzione fisiologica. La perfusione per 10 minuti con di-idro-ouabaina (DHO) 
(10 nM), un bloccante reversibile della Na+/K+ ATPasi, determinava un aumento 
dell’ampiezza del PS rispetto al controllo; tale effetto permaneva durante i primi 
minuti di lavaggio e cominciava a recuperare a 20 minuti dall’applicazione della 
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DHO. La DHO ha prodotto una riduzione dell’ampiezza della AHP, indice 
dell’avvenuta inibizione della Na+/K+ ATPasi.  
La DHO è stata applicata extracellularmente andando così ad influenzare 
l’attività di entrambe le cellule T prese in esame. Allo scopo di inibire l’attività 
della Na+/K+ ATPasi esclusivamente nella cellula presinaptica, si è proceduto ad 
iniettare il cAMP all’interno dei soli elementi presinaptici.  
Anche l’iniezione del cAMP (5 mM) ha prodotto un netto aumento 
dell’ampiezza del PS e una riduzione della AHP rispetto al controllo. L’effetto 
del cAMP si esauriva a 5 minuti dall’iniezione, probabilmente a causa 
dell’elevata attività fosfodiesterasica riscontrata in H. medicinalis. Sono stati, 
inoltre, effettuati esperimenti di controllo nei quali è stata iniettata la stessa 
corrente utilizzata per l’iniezione del cAMP sostituendo, nell’elettrodo, il cAMP 
con potassio acetato 4 M, con il quale vengono normalmente riempiti gli 
elettrodi usati nelle registrazioni intracellulari dalle cellule T. In queste 
condizioni sperimentali non si sono registrate modificazioni dell’ampiezza né 
del PS né della AHP. 
I risultati ottenuti mostrano che l’inibizione della Na+/K+ ATPasi nell’elemento 
presinaptico aumenta l’efficacia sinaptica tra due cellule T. Questo effetto è 
associato ad una riduzione della ampiezza della AHP. È  quindi probabile che 
l’attività della Na+/K+ ATPasi possa influenzare le caratteristiche elettriche delle 
cellule T e, unitamente alle caratteristiche geometriche di questi neuroni, possa 
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In this thesis we have analyzed a mechanism of synaptic plasticity in the leech 
Hirudo medicinalis, a very useful animal model for studying the molecular 
mechanisms underlying simple forms of learning. The investigation has been 
carried out on tactile T sensory neurons. These cells respond to weak 
mechanical stimuli and are activated to produce different behaviours used to 
investigate various forms of learning. In T neurons, either the stimulation of 
their receptive fields or current injection into the soma produces an 
afterhyperpolarization (AHP) which accompanies the discharge of action 
potentials in these sensory neurons. The Na+/K+ ATPase activity is the main 
determinant of the AHP in the T cells. There is evidence that Na+/K+ ATPase 
can be involved in synaptic plasticity in both Vertebrates and Invertebrates. 
Recently, in Hirudo medicinalis, it has been observed that an increase of the 
Na+/K+ ATPase activity, due to a repetitive stimulation of T cells, produces an 
increase of the AHP amplitude. Interestingly, to the increase of the AHP 
amplitude corresponds a decrease of the synaptic strength between T cells and 
their follower neurons.  
In the leech, serotonin (5HT) is involved in some forms of non associative 
learning and it is also capable of modulating the AHP amplitude in T cells 
through the inhibition of Na+/K+ ATPase. The action of 5HT is mediated by the 
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second messenger cyclic AMP (cAMP), which is able to inhibit the activity of 
the pump. 
In this thesis, we have investigated whether the inhibition of the Na+/K+ ATPase 
affects the synaptic strength of T cells.  
The synapse between two T cells in a segmental ganglion has been studied. In 
particular, we have measured the amplitude of the synaptic potential (SP) 
elicited in the T cell taken as postsynaptic element by a test stimulus generated 
in the presynaptic T cell immediately after the induction of an AHP. Such 
measurements have been performed in different experimental conditions: in 
control and after inhibiting the Na+/K+ ATPase. 10 nM di-hydro-ouabain 
(DHO), a reversible blocker of the Na+/K+ ATPase, was bath-applied for 10 
minutes: the perfusion with DHO caused a clear-cut increase of the SP 
amplitude and a reduction of the AHP amplitude due to the inhibition of the 
Na+/K+ ATPase activity. This effect lasted up to 20 minutes of washing with 
saline solution.  
Since the bath-application of DHO can affect all the cells contained in the 
ganglion, we have chosen to specifically inhibit the Na+/K+ ATPase activity in 
the presynaptic cell. At this aim, 5 mM cAMP has been injected into the soma of 
the presynaptic T cell. Also the injection of cAMP brought about an increase of 
the SP amplitude and a reduction in the AHP amplitude. 5 minutes after the 
cAMP injection, both the SP amplitude and the AHP amplitude recovered their 
initial values.  
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The application of the same current used to inject cAMP did not cause changes 
in both SP and AHP amplitude. 
Our results show that the inhibition of the Na+/K+ ATPase positively modulates 
the synaptic output of a T cell. This effect is related with a reduction of the AHP 
amplitude. Therefore the Na+/K+ ATPase activity could be able to affect electric 
features of T cells and, combined to geometric features of these neurons, might 
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Alla base delle modificazioni del comportamento vi sono cambiamenti 
funzionali persistenti nei rapporti tra le cellule nervose. Tali cambiamenti, che 
avvengono a livello delle connessioni intercellulari sinaptiche, sono eventi di 
plasticità sinaptica dovuti a vari processi che si instaurano per lo più a livello 
delle membrane sinaptiche. Negli ultimi anni, è emerso un ruolo della pompa 
Na+/K+ ATPasi nei processi di plasticità sinaptica che estende il complesso dei 
meccanismi legati all'apprendimento sia nei Vertebrati (Reich et al., 2003; 
Muñoz-Cuevas et al., 2004; Wyse et al., 2004; Zhan et al., 2004; de 
Vasconcellos et al., 2005) sia negli Invertebrati (Beaumont et al., 2002; 
Pivovarov & Drozdova, 2003). 
Tra gli Invertebrati, la sanguisuga Hirudo medicinalis (H. medicinalis) 
si è dimostrata un buon modello per lo studio di vari aspetti del funzionamento 
del sistema nervoso, ed in particolare dei meccanismi cellulari e molecolari 
dell'apprendimento e della memoria. H. medicinalis presenta, infatti, atti 
comportamentali abbastanza complessi i cui circuiti neurali sono conosciuti in 
dettaglio grazie all’accessibilità sperimentale del suo sistema nervoso. I 
comportamenti più studiati in H. medicinalis sono il nuoto (Brodfuherer et al., 
1995; Zaccardi et al., 2001, 2004), lo shortening (Sahley et al., 1994)  e il 
local bending (Lockery & Kristan, 1991), i quali vengono indotti da 
stimolazioni meccaniche che vanno ad attivare le cellule sensoriali presenti in 
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ogni ganglio segmentale (Brodfuherer et al., 1995; Scuri et al., 2002). Tra 
queste ultime, le cellule meccanocettive tattili (T) si sono dimostrate siti di 
plasticità sinaptica (Scuri et al., 2002, 2005). Infatti, in esse un aumento 
dell’ampiezza dell’iperpolarizzazione postuma (AHP), che fa seguito ad una 
scarica di potenziali d’azione, produce una depressione dell’output sinaptico. 
Tale incremento della AHP è un evento attività-dipendente ed è dovuto ad un 
aumento dell’attività della Na+/K+ ATPasi (Scuri et al., 2002) che è il 
principale elemento responsabile della genesi della AHP nei neuroni T (Baylor 
& Nicholls, 1969a). 
È possibile che, al contrario, un decremento dell’ampiezza della AHP (per 
riduzione dell’attività della Na+/K+ ATPasi) possa produrre effetti di 
potenziamento sinaptico nelle cellule T?  
Il lavoro sperimentale, oggetto di questa tesi, ha cercato di dare una risposta a 
questa domanda prendendo in considerazione la sinapsi tra due cellule T dei 
gangli segmentali. Registrazioni intracellulari sono state condotte 
contemporaneamente dalle due cellule T esaminate, ed è stato analizzato se e 
come varia la connessione sinaptica in seguito ad inibizione dell’attività della 
Na+/K+ ATPasi nell’elemento presinaptico. 
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HIRUDO MEDICINALIS COME MODELLO SPERIMENTALE 
 
La sanguisuga H. medicinalis è un anellide appartenente alla famiglia 
Hirudinidae; vive in acque dolci, ed è in grado di muoversi sia in acqua che su 
un substrato solido. L'utilizzo in campo medico della sanguisuga sembra 
risalire alla preistoria, attraverso testimonianze scritte che risalgono al 1500 
A.C. La diffusione di questo animale, la facile reperibilità e le sue 
caratteristiche anatomiche e comportamentali hanno reso H. medicinalis un 
importante modello di studio del sistema nervoso. Sono state così studiate la 
rigenerazione del tessuto nervoso  (Blackshaw, 2004), il ruolo della glia 
(Deitmer et al., 2001), il decision-making (Garcia-Perez et al., 2005) e, in 
particolare, più recentemente i meccanismi cellulari e molecolari 
dell'apprendimento (Sahley et al., 1994; Zaccardi et al., 2001; Zaccardi et al., 
2004; Burrell & Sahley, 2005).   
H. medicinalis, come tutti gli anellidi, presenta un'organizzazione 
metamerica lungo tutto il corpo, eccettuate le estremità che invece presentano 
due ventose: una anteriore e l’altra caudale, derivanti dalla fusione di più 
segmenti metamerici, e specializzate, rispettivamente, per la suzione del 
sangue dall'ospite e per l’ancoraggio dell’animale durante il crawling, il 











Fig. 1: La morfologia della sanguisuga H. medicinalis (modificato da: 
Kristan W.B. Jr “The neurobiology of swimming in the 
leech”. Trends in Neuroscience, 6: 84-88, 1983). 
 
Il sistema nervoso di H. medicinalis è composto da una massa 
cefalica, una massa caudale e 21 gangli segmentali. La massa caudale origina 
dalla coalescenza di 7 gangli segmentali, innerva l'estremità posteriore 
dell'animale e la ventosa caudale. La massa cefalica si trova all'estremità 
anteriore dell'animale: è costituita dorsalmente dal cingolo periesofageo unito 
al ganglio sopraesofageo, composto dall'unione di 2 gangli, e, ventralmente, 
dalla coalescenza di 4 gangli segmentali. La massa cefalica è situata in 
posizione ventrale rispetto all'esofago ed è in continuità con la catena dei 





































































Fig. 2: A) Schema del sistema nervoso gangliare di H. medicinalis (modificato da: Kuffler 
S.W. & Nicholls J.G., “From neuron to brain”, Sinauer  Ass. Inc. Publisher, USA, 
1976). B) Schema tridimensionale della sezione trasversale della sanguisuga. 
Sono evidenti la corda nervosa, le radici laterali dei gangli segmentali e la loro 
relazione con le altre strutture del corpo (modificato da: Muller K.J. et al., 






 I 21 gangli segmentali che compongono la catena rispecchiano sia 
l'organizzazione metamerica che la simmetria bilaterale dell'animale; sono 
contenuti all'interno del seno ventrale dell'animale, avvolto da tessuto 
connettivo. Essi sono numerati a partire dalla massa cefalica e contengono 
circa 400 neuroni, fatta eccezione per il 5° e 6° ganglio che presentano oltre 
700 neuroni, perchè contengono le cellule preposte all'innervazione degli 
organi sessuali di questo animale che è ermafrodita. All'interno di ogni 
ganglio, i neuroni sono suddivisi in 6 pacchetti formati da cellule gliali che 
vanno ad avvolgere i corpi cellulari dei neuroni. Si riconoscono per ogni 
ganglio: 2 pacchetti antero-laterali, 2 postero-laterali e 2, rispettivamente, 
antero e postero mediali (Fig. 3). I neuriti dei neuroni contenuti nei gangli 
segmentali, decorrono lungo il connettivo intergangliare, e raggiungono la 
periferia corporea attraverso 4 radici laterali, 2 anteriori e 2 posteriori, che 
emergono ai lati del ganglio e sono disposte simmetricamente (Fig. 2 B) 
(Payton, “Neurobiology of the leech”; 1981). L'organizzazione 
neuronografica dei gangli segmentali (Fig. 3) resta costante per tutta la 
catena, con alcune eccezioni (ad es. la posizione delle cellule N). La 
localizzazione, la morfologia e il profilo di scarica dei vari neuroni ne 
permette l’identificazione. In ognuno dei gangli segmentali è possibile 
riconoscere alcune tipologie di neuroni, ed in particolare: 
• Neuroni serotoninergici, in numero variabile da 7 a 9. Tra questi spiccano, 
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per dimensioni, le cellule giganti di Retzius (Ø 80 µm), che sono 
interconnesse tra loro da sinapsi elettriche (Hagiwara & Morita, 1962; 
Eckert, 1963) e sono inibite da serotonina (5HT) e dopamina (Colombaioni 
& Brunelli, 1988). La 5HT da essi liberata, regola la produzione di muco 
da parte della cute (Lent, 1973), determina il rilassamento di lunga durata 
dei muscoli longitudinali del corpo (Manson et al., 1979) e lo stato di 
allerta dell'animale (Kristan, 1983). 
34 motoneuroni, alcuni dei quali ben conosciuti poiché facenti parte del 
circuito del nuoto, responsabili della contrazione dei tre strati muscolari. 
Inoltre, particolarmente studiato è stato il motoneurone L. Quest’ultimo, 
posto sul lato dorsale del ganglio, innerva la muscolatura longitudinale 




Interneuroni con funzione di conduzione, le cui fibre decorrono lungo i 
connettivi intergangliari, mettendo in connessione cellule di gangli 
adiacenti. Un esempio sono i neuroni S che costituiscono il “sistema a 
rapida conduzione” che consente, tramite sinapsi elettriche non rettificate 
tra i neuroni di ogni ganglio segmentale, la propagazione veloce degli 
impulsi lungo tutta la catena nervosa dell’animale. Questo sistema veicola 
le afferenze sensoriali ai motoneuroni L, consentendo il rapido 
accorciamento del corpo (shortening).  
14 cellule sensoriali (12 nei gangli tra il 19 e il 21). 
In H. medicinalis 3 sono le modalità sensoriali in grado di percepire gli stimoli 
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provenienti dalla cute. Esistono, infatti, 3 classi di meccanocettori distinte in 
base all'intensità dello stimolo al quale sono in grado di rispondere 
(Blackshaw, “Neurobiology of the leech”;  1981): le cellule T, P ed N che 
rispondono, rispettivamente, a stimoli tattili, pressori e nocicettivi. 
 
 
Fig. 3: Schema del lato ventrale di un ganglio segmentale. Sono evidenti i 
neuroni sensoriali T, P e N e le cellule serotoninergiche di Retzius (R). 
(modificato da: Muller K.J. et al. “Neurobiology of the leech”. Cold 
Spring Harbor Laboratory, 1981). 
 
La sanguisuga H. medicinalis presenta atti comportamentali 
piuttosto complessi, i cui circuiti neurali, relativamente semplici e facilmente 
accessibili allo sperimentatore, sono ben conosciuti. È possibile, allora, 
osservare modificazioni del comportamento e analizzare a livello cellulare i 
cambiamenti che intervengono nei circuiti neuronali. In H. medicinalis, 
prendendo in esame alcuni atti comportamentali quali il nuoto e lo shortening, 
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è possibile indurre forme di apprendimento di tipo non associativo, quali 
l’abitudine, la sensitizzazione e la disabitudine (Lockery et al., 1985; Catarsi 
et al., 1990; Lockery & Kristan, 1991; Brodfuehrer et al., 1995; Sahley, 1995; 
Brunelli et al., 1997; Zaccardi et al., 2001; Zaccardi et al., 2004). Nello 
shortening, si è visto, ad esempio, che il taglio della connessione sinaptica tra 
due cellule S adiacenti impedisce l'instaurarsi della sensitizzazione senza che 
il comportamento di per sé venga modificato. Ciò identifica nelle cellule S un 
elemento indispensabile per questo tipo di apprendimento (Sahley et al., 
1994). 
In H. medicinalis il circuito neuronale alla base del nuoto è conosciuto in 
dettaglio. In questo invertebrato l’induzione di questo atto comportamentale è 
stata studiata su vari preparati, consentendo di analizzare i meccanismi alla 
base di tutte e tre le forme di apprendimento non associativo. Ad esempio, è 
stato osservato che, in un preparato semi-intatto, stimolazioni tattili che 
attivano selettivamente i meccanocettori T (Debski & Friesen, 1985) sono in 
grado di indurre abitudine. Questo fenomeno si ottiene anche stimolando 
intracellularmente, in modo ripetuto, le cellule T (Debski & Friesen, 1987). In 
questo caso, il numero dei potenziali d'azione indotti dall’iniezione di corrente 
nelle cellule T durante il nuoto non varia rispetto al numero dei potenziali 
generati nelle cellule T quando l’animale non nuota. Pertanto, è stato 
ipotizzato che, nell’abitudine, la ridotta risposta natatoria sia dovuta ad una 
ridotta capacità delle cellule T di comunicare con le cellule postsinaptiche, ed 
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in particolare con le cellule iniziatrici del nuoto (Brodfuehrer et al., 1995).  
Esperimenti condotti in sanguisughe quasi integre, hanno messo in evidenza 
che una lieve stimolazione elettrica, applicata sulla cute della porzione caudale 
dell’animale e ripetuta a bassa frequenza (1 stimolo/minuto), porta ad un 
aumento del tempo che intercorre tra la presentazione dello stimolo e l’inizio 
di un ciclo di nuoto (latenza): questa riduzione dell’attività natatoria osservata 
in seguito alla presentazione di stimoli ripetuti viene definita abitudine 
(Christoffersen, 1997). Tali stimolazioni elettriche, in un preparato semi-
intatto, attivano selettivamente le cellule T (Scuri et al., submitted).  
L’applicazione di uno stimolo nocicettivo (rappresentato da 15 spazzolate sul 
dorso dell’animale), che precede la stimolazione elettrica ripetuta, determina 
l’accorciamento della latenza: è questo un evento di sensitizzazione. Se 
l’animale è stato precedentemente abituato, la riduzione della latenza indotta 
dalla stimolazione nocicettiva prende il nome di disabitudine (Zaccardi et al., 
2001). Le stimolazioni nocicettive presumibilmente attivano le cellule 
sensoriali N, le quali inducono liberazione della 5HT in grado di modulare 
l’attività elettrica dei neuroni T (Scuri, Tesi di dottorato, 1993). Il fatto che la 
5HT sia il neurotrasmettitore implicato nei fenomeni di disabitudine e 
sensitizzazione nell’induzione al nuoto è stato recentemente dimostrato da 
Zaccardi et al. (2004), mentre, precedentemente, era stato evidenziato il ruolo 
della 5HT in queste forme di apprendimento nello shortening e nel local 
bending (Lockery & Kristan, 1991; Wittemberg & Kristan, 1992). Un aspetto 
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interessante emerso da questi studi è che, così come in Aplysia (Brunelli et al., 
1976), anche in H. medicinalis gli effetti della 5HT, nella sensitizzazione e 
nella disabitudine, sono mediati intracellularmente dal AMP ciclico (cAMP) 
(Belardetti et al., 1982; Zaccardi et al., 2004). 
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LE CELLULE T 
 
Come accennato precedentemente, le cellule T sono l'elemento  neuronale 
attraverso il quale la sanguisuga è in grado di rispondere selettivamente agli 
stimoli tattili di lieve intensità, costituendo la via di accesso di molti stimoli 
ambientali essenziali per l’induzione di molti atti comportamentali osservati in 
H. medicinalis. Per questo, sono state oggetto di numerosi studi che ne hanno 
caratterizzato il profilo di scarica e hanno evidenziato eventi di modulazione 
nella trasmissione degli impulsi lungo il loro albero neuritico (Baylor & 
Nicholls, 1971; Van Essen, 1973; Baccus, 1998; Cataldo et al., 2005).  
Le cellule T si distinguono in tre sottotipi, denominati  T1, T2, T3, in 
base alla localizzazione dei loro campi recettoriali e al loro profilo di scarica: 
mentre, in seguito ad una stimolazione tattile, la cellula T3 scarica con un 
singolo potenziale d'azione, le cellule T1 e T2 rispondono con  un treno di 
potenziali d'azione.  
Osservando la superficie ventrale di un ganglio segmentale, si nota che esso 
contiene 6 cellule T, due per ogni sottotipo, disposte simmetricamente nei due 
pacchetti di neuroni antero-laterali (Fig. 3).  
Le cellule T sono neuroni unipolari il cui neurite primario dà origine a tre 
ramificazioni principali, due più sottili ed una di diametro maggiore. I sottotipi 
cellulari si distinguono per la differente organizzazione delle ramificazioni 
neuritiche. Le cellule T1, e T2 presentano dicotomizzazione del neurite di 
 12
diametro maggiore. Le due ramificazioni principali sottili escono da entrambe 
le radici ganglio ove sono localizzate e inoltre si estendono ai due gangli vicini 
(anteriore e posteriore): la ramificazione che raggiunge il ganglio anteriore 
penetra in entrambe le radici laterali, mentre quello che si porta al ganglio 
posteriore, decorre esclusivamente nella radice anteriore. La cellula T1 va ad 
innervare la porzione ventrale della cute degli emisegmenti corrispondenti, 
mentre la cellula T2 innerva la porzione laterale (Yau, 1976) (Fig. 4). La 
cellula T3 prolunga il suo neurite di diametro maggiore esclusivamente nella 
radice posteriore del ganglio ove è localizzata, andando ad innervare la 
porzione dorsale della cute. I suoi neuriti principali di diametro minore, una 
volta raggiunti i gangli adiacenti, non si ramificano. Il neurite che arriva al 
ganglio anteriore decorre verso la periferia nella radice posteriore, mentre, il 
neurite che raggiunge il ganglio posteriore decorre verso la periferia attraverso 
la radice anteriore, andando ad innervare la porzione dorsale dell'emisegmento 
corrispondente (Yau, 1976). L'insieme delle zone di cute, innervate dalle 
diverse ramificazioni, di ogni cellula sensoriale costituisce il suo campo 
recettoriale che differisce per posizione e dimensione da quello delle altre 
cellule sensoriali. 
Tutte le connessioni sinaptiche di una cellula T sono di tipo asso-
assonico e avvengono a livello del neuropilo del ganglio in cui è contenuto il 
suo soma e dei gangli adiacenti. Nel complesso l'attivazione di un neurone T è 
in grado di attivare altre 11 cellule T, le altre 5 presenti nel suo ganglio e le 3 
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Fig. 4: Schema dell’organizzazione delle ramificazioni di una cellula T2  
(modificato da: Yau K.W., J. Physiol. (London), 263: 513-538, 1976). 
 
Le cellule T di uno stesso pacchetto sono connesse tra di loro e con quelle 
omolaterali dei pacchetti adiacenti per mezzo di sinapsi chimiche ed elettriche 
a doppia rettificazione.  
Il potenziale d'azione che nasce in una cellula T determina in un altro neurone 
T, senza ritardo sinaptico (latenza < 0,5 msec), una rapida depolarizzazione 
che può giungere a soglia, seguita da un potenziale postsinaptico 
depolarizzante a più lunga latenza e da un potenziale postsinaptico 
iperpolarizzante. Quest’ultimo è dovuto ad una conduttanza cloro attivata da 
un interneurone inibitorio comune alle cellule T di uno stesso ganglio (Baylor 
& Nicholls, 1969b). In ciascun ganglio segmentale sono presenti due 
interneuroni inibitori (interneuroni C), uno per lato, che ricevono afferenze 
eccitatorie dai neuroni T omolaterali e, a loro volta, esercitano un’azione 
inibitoria sia sulle altre cellule T omolaterali sia sulle cellule T controlaterali 
del ganglio (Baylor & Nicholls, 1969b; Muller & Scott, 1981).  
Esperimenti con cloruro di magnesio in alta concentrazione hanno messo in 
 14
 15
evidenza la natura mista delle sinapsi tra le cellule T (Nicholls & Purves, 
1970). Infatti, la presenza di questo sale, bloccante delle sinapsi chimiche, è in 
grado di bloccare la componente a lunga latenza del potenziale depolarizzante, 
mentre non altera la componente più rapida, che, pertanto, è imputabile ad una 
sinapsi elettrica. Il potenziale sinaptico eccitatorio a lunga latenza si ritiene 
essere dovuto alla sinapsi chimica. Tramite microscopia elettronica, si sono 
osservate, infatti, delle varicosità lungo le terminazioni secondarie e terziarie 
dell'albero neuritico delle cellule T, che potrebbero essere sede di sinapsi 
chimiche (Muller & Mc Mahan, 1976).  
Tutti i meccanocettori di H. medicinalis sono accomunati da una 
caratteristica elettrofisiologica che si evidenzia nel loro profilo di scarica: 
l’iperpolarizzazione postuma (AHP). La AHP è una deflessione in senso 
iperpolarizzante del potenziale di membrana che accompagna la scarica dei 
potenziali d’azione.  
IL FENOMENO DELLA AHP 
 
Molte cellule nervose, presentano una AHP nel loro profilo di scarica. In molti 
neuroni sono state individuate due componenti come responsabili della genesi 
della AHP: una componente precoce ed una tardiva. La componente precoce è 
dovuta principalmente a correnti potassio voltaggio-dipendenti (Storm, 1987; 
Sah, 1996), mentre la componente tardiva deriva da correnti potassio calcio-
dipendenti (IK/Ca) attivate dall’entrata di calcio durante la scarica di potenziali 
d'azione (Gustafsson, 1974; Hill et al., 1985; Sah, 1996). In aggiunta a queste 
due componenti, in molti tipi neuronali, una scarica prolungata di potenziali 
d'azione può causare una AHP di lunga durata, data dall'attivazione della 
pompa Na+/K+ ATPasi in seguito alla variata distribuzione ionica indotta dalla 
prolungata scarica di potenziali d'azione. Il coinvolgimento della Na+/K+ 
ATPasi nella genesi della AHP è stato descritto, ad esempio: nei neuroni non 
mielinizzati di mammifero (Den Hertog & Ritchie, 1969), nei meccanocettori 
di insetto (French, 1989), nei motoneuroni di lucertola (Morita et al., 1993), 
nei neuroni sensoriali di lampreda (Parker et al., 1996) e nei recettori olfattivi 
di aragosta (Corotto & Michel, 1998). La componente della AHP dovuta alla 
Na+/K+ ATPasi è bloccata da glicosidi cardioattivi come la ouabaina (Baylor 
and Nicholls, 1969a; Parker et al., 1996) e dipende dalla temperatura e dalla 
concentrazione del potassio extracellulare (Skou, 1965; Jansen & Nicholls, 
1973) ma non è particolarmente sensibile alle variazioni di voltaggio (Morita 
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et al., 1993). La AHP generata da treni di potenziali d'azione può essere 
considerata il mezzo attraverso il quale il segnale elettrico, che arriva ai 
terminali sinaptici lungo l'assone, viene modulato. Molti studi hanno messo in 
evidenza che, unitamente alla AHP, anche la geometria di un neurone può 
contribuire alla modulazione della conduzione dei potenziali d’azione 
attraverso una cellula (Schmidt, 1980; Segev & Schneidman, 1999). La 
combinazione della presenza di un albero neuritico estesamente arborizzato 
con la modulazione di parametri elettrofisiologici quali la AHP può funzionare 
come complesso filtro spazio-temporale del flusso di informazione attraverso 
le diramazioni delle cellule. La AHP allora può assumere un ruolo importante: 
ridurre la frequenza di scarica, produrre un adattamento e più in generale 
modulare l’eccitabilità, il firing e la trasmissione sinaptica dei neuroni.  
Tutti i meccanocettori di H. medicinalis presentano una AHP. Nei 
neuroni N la AHP è data principalmente dalla componente IK/Ca , nelle cellule 
T è la componente data dalla Na+/K+ ATPasi ad avere un peso maggiore (circa 
il 75%), mentre nelle cellule P sembra che entrambe le componenti 
concorrano nella stessa misura (Baylor & Nicholls, 1969a). In questi neuroni 
sensoriali, è stato dimostrato che la AHP è in grado di creare blocchi di 
conduzione a livello dei punti di ramificazione (o branching points), 
precisamente dove i processi neuritici di calibro minore si innestano in 
elementi di diametro maggiore. Il risultato di ciò è che parte dei potenziali 
d'azione non è in grado di propagarsi oltre la ramificazione (Van Essen, 1973). 
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Il fatto che la AHP sia in grado di modificare l'attività di scarica in molti tipi 
di neuroni (Corotto & Michel, 1998; Pineda et al., 1998; Sanchez-Vives et al., 
2000) rende questo parametro elettrofisiologico un importante meccanismo di 
modulazione dell'attività nervosa (Blitzer et al., 1994; Gerber & Gahwiler, 
1994; Pedarzani & Storm, 1995; Pedarzani et al., 1998).  
Nelle cellule T di H. medicinalis la stimolazione meccanica del loro 
campo recettoriale produce un treno di potenziali d’azione accompagnati da 






















Fig. 5: A) Preparato semi-intatto utilizzato per stimolare il campo recettoriale di un 
neurone T2 e registrare contemporaneamente la scarica indotta nella cellula 
sensoriale. B) Registrazione di una AHP indotta dall’attivazione del campo 
recettoriale della cellula T2 presa in esame (modificato da: Scuri et al., J. 
Neurophysiol., 88: 2490-2500, 2002). 
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L’ampiezza e la durata della AHP dipendono dal numero dei potenziali 
d’azione scaricati: maggiore è il numero di potenziali d’azione, più ampia è la 
AHP. 
Nelle cellule T la AHP si è dimostrata modulabile da parte del 
neurotrasmettitore endogeno 5HT. Infatti, sia la somministrazione della 
monoammina sia la stimolazione delle cellule serotoninergiche di Retzius 
(Belardetti et al., 1984) producono una riduzione dell'ampiezza della AHP. 
L’effetto della 5HT è dose-dipendente, reversibile (Fig. 6) (Belardetti et al., 
1984; Catarsi & Brunelli, 1991) ed è dovuto ad una riduzione dell’attività 
della pompa Na+/K+ ATPasi indotta dalla monoammina (Catarsi & Brunelli, 
1991, vedi prossimo capitolo). 
Gli effetti della 5HT sulle cellule T si esplicano attraverso il cAMP (Fig. 7). 
Infatti, la 5HT alla concentrazione di 50 µM non è più in grado di ridurre 
l’ampiezza della AHP in presenza di un bloccante dell’adenilato ciclasi quale 
lo MDL 12330 A, e l’iniezione intracellulare del cAMP induce riduzione della 
AHP mentre l’iniezione di altri nucleotidi ciclici e non, non ha alcun effetto 
sulla AHP (Catarsi et al., 1993). 
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 Fig. 6: A) Effetto della somministrazione della 5HT sull’ampiezza della AHP. B) 
Effetto della stimolazione delle cellule serotoninergiche di Retzius 




Fig. 7: A) L’applicazione della 5HT 50 µM determina la netta riduzione 
dell’ampiezza della AHP. B) Anche l’iniezione intracellulare del cAMP 
produce una chiara riduzione della ampiezza della AHP (modificato da: 
Catarsi et al., J. Physiol. (London), 462: 229-242, 1993). 
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Recentemente, nelle cellule T, è stato evidenziato un meccanismo di 
modulazione della AHP attività-dipendente. Stimolazioni intracellulari 
ripetute o stimolazioni ripetute del loro campo recettoriale, ad intervalli di 
tempo costanti e inferiori ai 20 secondi, producono un progressivo aumento 
nell'ampiezza della AHP che dura per diversi minuti dopo la fine della 
stimolazione (Fig. 8).  
Fig. 8: A) La stimolazione della cellula T con 30 treni di impulsi depolarizzanti della 
durata di 3 sec producono un aumento dell’ampiezza della AHP, misurata 
dalla linea di base al picco dell’iperpolarizzazione. Per convenienza grafica 
sono mostrate le AHPs ottenute dopo il 1°, 10°, 20° e 30° treno di impulsi 
rispettivamente. B) L’ampiezza della AHP recupera il suo valore iniziale 
dopo circa 10 min dal termine della stimolazione. C) Grafico riassuntivo 
dell’andamento dell’ampiezza della AHP durante la stimolazione ripetuta e i 
successivi 10 min. Sono mostrate anche le curve di fitting dell’andamento 





Questo aumento attività-dipendente dell'ampiezza della AHP porta ad una 
riduzione dell'efficacia sinaptica della cellula T (Fig. 9), misurata come 
riduzione dell'ampiezza dei potenziali postsinaptici evocati in un’altra cellula 
T considerata come cellula follower (Scuri et al., 2002). Questo mette in 





Fig. 9: A) Singole tracce ottenute da una coppia di neuroni T. La sinapsi è stata 
saggiata applicando un impulso depolarizzante (impulso test) inducente 6 
potenziali d’azione nella cellula T presinaptica e un potenziale sinaptico (PS) è 
stato misurato nella cellula T postsinaptica (A1). Il PS è risultato ridotto 
quando misurato sull’impulso test applicato nella cellula T presinaptica dopo 
aver ottenuto incremento della AHP (A2). Il PS recupera la sua ampiezza 
iniziale dopo 15 min dalla stimolazione ripetuta (A3). B) Il grafico sintetizza i 
risultati ottenuti su 7 coppie di cellule nelle quali la stimolazione ripetuta 
dell’elemento presinaptico porta ad un aumento dell’ampiezza della AHP (?) 
e ad una netta riduzione dell’ampiezza degli EPSP (?) nell’elemento 




Un dato molto interessante è che, nelle cellule T, la modulazione 
dell’ampiezza della AHP, è dovuta alla modulazione dell’enzima di membrana 
Na+/K+ ATPasi che, in questo modello animale, così come in altri, sembra 
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avere un ruolo importante in forme di plasticità neuronale, come verrà meglio 
descritto nel prossimo capitolo. 
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LA Na+/K+ ATPASI E I FENOMENI DI PLASTICITÀ NEURONALE 
 
La Na+/K+ ATPasi è una proteina di membrana responsabile del trasporto 
attivo di sodio e potassio nelle cellule animali. Nelle cellule nervose, dove è 
presente in alta concentrazione, mantiene e ristabilisce, dopo ogni 
depolarizzazione, il gradiente elettrochimico necessario per l'eccitabilità 
neuronale e per la regolazione del volume cellulare.   
Recentemente, è emerso che la Na+/K+ ATPasi può avere un ruolo importante 
in fenomeni di plasticità sinaptica attività-dipendente, sia negli Invertebrati 
(Beaumont et al., 2002) sia nei Vertebrati (Reich et al., 2004; Wyse et al., 
2004). In particolare, è stato osservato che nel gambero, a livello della 
giunzione neuromuscolare, l’elevata attività della Na+/K+ ATPasi, dovuta 
all’entrata massiccia di Na+, è necessaria affinché, durante una stimolazione ad 
alta frequenza del motoneurone insorga una facilitazione sinaptica a lungo 
termine o Long Term Facilitation (LTF) (Beaumont et al., 2002).  
Nell’ippocampo di ratto, si è osservato che la parziale e transiente inibizione 
della Na+/K+ ATPasi, ottenuta applicando basse concentrazioni di di-idro-
ouabaina (DHO), un’analogo della ouabaina, è in grado di causare una 
soppressione di lunga durata dei potenziali postsinaptici eccitatori di campo 
(fEPSPs). Questa depressione degli fEPSPs è simile a quella che si ottiene in 
seguito a stimolazioni ripetute a bassa frequenza delle cellule del campo CA1 
nota come Long Term Depression (LTD) (Reich et al., 2004). La depressione 
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indotta dalla DHO, però, a differenza della LTD, non è influenzata dal blocco 
dei recettori glutammatergici metabotropici e NMDA e dall’inibizione della 
protein chinasi C o della MAP chinasi p38. Pertanto, è stato ipotizzato che la 
depressione DHO-indotta sia una nuova forma di LTD (Reich et al., 2004). 
Nel ratto, inoltre, è stata saggiata l’attività della Na+/K+ ATPasi nei neuroni 
ippocampali a tempi diversi e successivi ad un addestramento di avoidance, in 
cui gli animali imparavano ad evitare una piattaforma sulla quale potevano 
ricevere shocks (Wyse et al., 2004). I risultati ottenuti mostrano che l’attività 
della Na+/K+ ATPasi è ridotta immediatamente dopo e 6 ore dopo il termine 
dell’addestramento, mentre torna ad essere comparabile a quella dei controlli 
dopo 24 ore. Gli Autori hanno misurato l’attività dell’enzima anche in ratti, i 
quali, posti una sola volta sulla piattaforma, avevano ricevuto un solo shock 
elettrico: in questi animali, l’attività della Na+/K+ ATPasi era ridotta 
immediatamente dopo l’applicazione dello shock elettrico, mentre non era 
modificata dopo 6 ore. Queste osservazioni suggeriscono che la Na+/K+ 
ATPasi possa essere coinvolta nei meccanismi di memoria a breve termine o 
nei meccanismi di consolidamento. 
Come detto precedentemente, la Na+/K+ ATPasi è la componente 
principale responsabile della genesi della AHP nelle cellule T di H. 
medicinalis (Jansen & Nicholls, 1973). 
Recentemente, è stato dimostrato il coinvolgimento di questo enzima 
nell’incremento dell’ampiezza della AHP in seguito a stimolazione ripetuta 
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con conseguente riduzione dell'output sinaptico tra due cellule T (Scuri et al., 
2002). Infatti, durante le stimolazioni ripetute, il blocco della IK/Ca, l’altra 
componente responsabile della AHP, non impedisce l’instaurarsi 
dell’incremento della AHP, che sembra quindi essere sostenuto dalla Na+/K+ 
ATPasi, la cui inibizione, invece, impedisce l’aumento attività-dipendente 
della AHP.  
La via metabolica alla base del fenomeno di incremento attività-dipendente 
dell’ampiezza della AHP, è nota. La stimolazione ripetuta porta ad un’entrata 
di Ca2+ e ad un rilascio di Ca2+ dai compartimenti intracellulari. L’aumentata 
concentrazione citosolica di Ca2+ determina l’attivazione di una fosfolipasi A2 
la quale scinde l’acido arachidonico dai fosfolipidi di membrana rendendolo 
disponibile per l’ulteriore degradazione da parte della 5-lipoossigenasi (Scuri 
et al., 2005). Ciò che al momento non è stato ancora chiarito è come i 
metaboliti derivati dalla via 5-lipoossigenasica possano influenzare l’attività 
della Na+/K+ ATPasi, responsabile dell’incremento attività-dipendente della 
AHP. D’altra parte, è noto che, in altri modelli sperimentali, l’attività della 
Na+/K+ ATPasi può essere influenzata sia dai metaboliti dell’acido 
arachidonico derivati dalla via cicloossigenasica (Cohen-Luria et al., 1993; 
Satoh et al., 1993) o dall’azione del citocromo P450 (Schwartzman et al., 
1987) sia dagli acidi grassi liberi (Swarts et al., 1990). Nel 1997, Foley ha 
dimostrato, in sinaptosomi di corteccia cerebrale di ratto, che l’acido 5-
HPETE inibisce la Na+/K+ ATPasi. Questa inibizione dell’enzima da parte del 
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5-HPETE potrebbe derivare sia da un’azione diretta dell’acido sulla Na+/K+ 
ATPasi, sia dalla modulazione di una proteina con funzione regolatoria sulla 
Na+/K+ ATPasi. Viceversa, Vyskocil P. et al. (1987) osservarono che l’acido 
arachidonico potenzia l’attività della Na+/K+ ATPasi sia nel diaframma di topo 
così come evidenziato nei microsomi di cervello di topo (Vyskocil F. et al., 
1987). 
Nei neuroni T di H. medicinalis è stato individuato un altro secondo 
messaggero in grado di modulare l’attività della Na+/K+ ATPasi: il cAMP, che 
ha azione inibitoria sulla pompa.  
In H. medicinalis, lo studio degli effetti di questo nucleotide ciclico iniziò nei 
nostri laboratori allo scopo di individuare, in analogia con quanto osservato in 
Aplysia, quale fosse il messaggero intracellulare che media gli effetti della 
5HT. Come già descritto, nelle cellule T, la 5HT riduce l’ampiezza della AHP. 
L’inibizione dell'adenilato ciclasi, invece, determina il blocco dell’azione della 
monoammina (Catarsi et al., 1993) indicando che la produzione del cAMP è 
un passaggio fondamentale affinché la 5HT svolga la sua azione di riduzione 
della AHP. Se iniettato intracellularmente, il cAMP è in grado di mimare 
l'effetto della 5HT, mentre altri nucleotidi quali lo AMP o il cGMP non 
alterano l’ampiezza della AHP. Il fatto che l'azione del cAMP abbia come 
bersaglio finale la Na+/K+ ATPasi è dimostrato dal fatto che, quando è 
bloccata la IK/Ca, l’8-bromo-adenosin monofosfato ciclico (8-Br-cAMP), un 
analogo permeabile del cAMP, è comunque in grado di ridurre l'ampiezza 
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della AHP. A ulteriore conferma dell’azione inibitoria del cAMP sulla Na+/K+ 
ATPasi c’è l’osservazione che l’8-Br-cAMP è in grado di bloccare l'effetto di 
attivazione della Na+/K+ ATPasi dovuto all’iniezione di sodio all'interno della 
cellula (Catarsi et al., 1993).  
Un dato interessante emerso dagli studi di Zaccardi et al. (2004) è che il 
cAMP, in H. medicinalis, media l’effetto sensitizzante e disabituante della 
5HT nell’induzione al nuoto, suggerendo l’ipotesi che anche nella sanguisuga 
la Na+/K+ ATPasi possa essere in qualche modo coinvolta in fenomeni di 
plasticità neuronale. 
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SCOPO DELLA TESI 
 
In questo lavoro di tesi è stata presa in esame la connessione sinaptica tra due 
cellule meccanocettrici T nei gangli segmentali della sanguisuga H. 
medicinalis. Questi neuroni sensoriali veicolano stimolazioni tattili in grado di 
indurre vari atti comportamentali utilizzati per lo studio dei meccanismi 
cellulari e molecolari alla base di varie forme di apprendimento. 
Recentemente, a livello delle cellule T è stato identificato un 
meccanismo di modulazione attività-dipendente del loro firing in grado di 
portare a modificazioni del loro output sinaptico. Infatti, quando stimolate 
ripetutamente ad opportuni intervalli interstimolo, le cellule T mostrano un 
aumento in ampiezza della AHP associata alla scarica di treni di potenziali 
d’azione. Tale aumento dell’ampiezza della AHP è correlato con una 
depressione dell’efficacia sinaptica, misurata come riduzione dell’ampiezza 
del potenziale sinaptico registrato tra due neuroni T (Scuri et al., 2002). Tale 
incremento attività-dipendente della AHP si ottiene anche quando la corrente 
IK/Ca, in parte responsabile della genesi della AHP nelle cellule T, è bloccata, 
mentre non si ha quando è inibita la Na+/K+ ATPasi, il principale determinante 
dell’ampiezza della AHP in questi neuroni. Ciò indica nell’aumento della 
attività della pompa di membrana il meccanismo cellulare responsabile della 
modulazione positiva attività-dipendente della AHP.  
 In questi ultimi anni, alla modulazione dell’attività della Na+/K+ ATPasi 
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è stato attribuito un ruolo in fenomeni attività-dipendenti di plasticità 
neuronale e sinaptica. D’altra parte, molti sono i meccanismi conosciuti in 
grado di modulare l’attività di questo enzima di membrana. Molti effettori 
possono regolare l’attività della Na+/K+ ATPasi utilizzando differenti via 
intracellulari di secondi messaggeri quali il cAMP, l’acido arachidonico e i 
suoi metaboliti (come review vedi Therien & Blostein, 2000). 
In H. medicinalis, il cAMP media gli effetti del neurotrasmettitore endogeno 
5HT che si è rivelato essere il neurotrasmettitore coinvolto nella 
sensitizzazione e nella disabitudine dell’induzione al nuoto (Zaccardi et al., 
2001). Dato interessante è che, a livello cellulare, la 5HT, via cAMP, produce, 
nei neuroni T, una riduzione dell’ampiezza della AHP per inibizione della 
Na+/K+ ATPasi. Pertanto, nei meccanocettori T sono stati evidenziati 
meccanismi differenti in grado di modificare la AHP attraverso la 
modulazione della pompa di membrana. D’altra parte, la AHP è un parametro 
elettrofisiologico in grado di determinare cambiamenti nelle proprietà di firing 
e di integrazione dei segnali elettrici di un neurone. 
Partendo da queste osservazioni, nel presente lavoro di tesi, è stato 
analizzato se l’inibizione dell’attività della Na+/K+ ATPasi, che porta ad una 
riduzione dell’ampiezza della AHP, determini modificazioni a livello della 
sinapsi tra due cellule T. L’enzima di membrana è stato inibito sia applicando 
una sostanza esogena, la DHO, sia iniettando il cAMP. 
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MATERIALI E METODI 
 
Animali 
Sono state utilizzate sanguisughe adulte (circa 10 mesi, come da indicazioni 
dell’allevamento fornitore) della specie Hirudo medicinalis fornite dalla ditta 
Ricarimpex (Eysines, Francia). Le sanguisughe erano mantenute alla 
temperatura costante di 16° C in recipienti areati, contenenti acqua minerale 
Panna (Firenze, Italia), e sottoposte ad un normale ciclo luce/buio. 
Per l’estrazione dei gangli segmentali, gli animali erano 
precedentemente anestetizzati in etanolo al 10% in acqua di fonte e, quindi, 
fissati sulla base di paraffina di un’apposita vaschetta di plexiglass con il 
ventre rivolto verso l'alto. Si procedeva quindi all'estrazione di una porzione 
della catena gangliare praticando una incisione lungo la linea mediana 
dell'animale, tale da esporre la catena dei gangli che potevano essere così 
rimossi dopo averli ripuliti della guaina connettivale. L’operazione 
microchirurgica era effettuata sotto microscopio binoculare, a temperatura 
ambiente, mantenendo il preparato sempre immerso in soluzione fisiologica 
standard.  
Per i nostri esperimenti, sono stati utilizzati i gangli a partire dal 7° evitando 
così di utilizzare il 5° e il 6° che, come precedentemente detto, presentano una 
struttura diversa da quella degli altri gangli segmentali. 
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 Soluzioni 
Sia durante la dissezione, sia durante le varie fasi sperimentali, i gangli erano 
costantemente mantenuti in soluzione fisiologica standard la cui composizione 
è la seguente: NaCl 115 mM, CaCl2 1,8 mM, KCl 4 mM, glucosio 10 mM, 
tamponata a pH 7,4 con TRIS-maleato. 
La DHO è stata aggiunta alla soluzione fisiologica standard alla 
concentrazione finale di 10 nM e applicata extracellularmente attraverso una 
pompa peristaltica (Masterflex, Cole-Parmer Instument Co, Chicago, Illinois, 
USA) con la quale veniva perfuso costantemente il preparato durante le 
registrazioni alla velocità di 1 cc/minuto. 




Per ogni esperimento, un singolo ganglio della catena estratta era fissato, con 
la superficie ventrale rivolta verso l'alto, in un’apposita vaschetta di 
registrazione con il fondo rivestito di Sylgard (Dow Corning, Midland, MI, 
USA). Prima di essere utilizzati, i gangli erano mantenuti, per almeno un’ora, 
alla temperatura di 16° C in soluzione fisiologica standard, allo scopo di 
eliminare ogni possibile interferenza dell’anestetico e per far recuperare i 
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preparati dalla dissezione. 
Le registrazioni sono state effettuate con la tecnica del current clamp. 
Sono state utilizzate micropipette ottenute da capillari di borosilicato (Ø 
esterno 1,5 mm; Ø interno 0,8 mm) disponibili in commercio, forgiate con un 
puller a controllo elettronico Brown Flaming P-97 (Sutter Instruments, 
Novato, CA, USA), riempite con potassio acetato 4 M e aventi impedenza 
compresa fra 80 e 120 MΩ. Esse rappresentavano il supporto meccanico degli 
elettrodi costituiti da filo di argento clorurato per evitare problemi di 
polarizzazione. Un pellet di argento clorurato, posto nel bagno di perfusione, 
costituiva l’elettrodo di riferimento che chiudeva il circuito. Le differenze di 
potenziale sono state registrate con un amplificatore Axoclamp 2B (Axon 
Instruments Inc., Union City, CA, USA) connesso mediante interfaccia ad un 
sistema di acquisizione e stimolazione (National Instruments s.r.l., Milano, 
Italia) opportunamente predisposto. Era così possibile registrare e stimolare 
contemporaneamente con un solo elettrodo ed acquisire in tempo reale le 
risposte su computer. 
Per iniettare il cAMP sono stati utilizzati elettrodi di tipo θ (Ø esterno 1,8 mm; 
Ø interno 1,4 mm) nei quali uno dei due compartimenti era riempito con 
potassio acetato 4 M e l’altro con il cAMP in soluzione acquosa alla 
concentrazione di 5 mM e aventi impedenza di circa 120 MΩ. L’iniezione del 
cAMP è stata effettuata iniettando treni di impulsi quadri di 10 nA di intensità 
della durata totale di 30 sec costituiti da impulsi iperpolarizzanti della durata 
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di 1 sec alla frequenza di 0,5 Hz. A tale scopo è stato utilizzato un apposito 
generatore di impulsi quadri collegato ad un elettrodo inserito nel 
compartimento dell'elettrodo θ contenente il cAMP che era quindi iniettato 
sfruttando la repulsione elettrostatica dovuta alla sua carica negativa. 
In ogni esperimento, sono state effettuate registrazioni contemporaneamente 
da due cellule T (T1 e T2), appartenenti allo stesso lato del ganglio e 
riconoscibili sulla base della localizzazione e della forma del corpo cellulare e 
del loro profilo di scarica (Nicholls & Baylor, 1968). Una di esse veniva scelta 
come elemento presinaptico e l’altra come elemento postsinaptico della 
sinapsi T-T presa in considerazione, in base al migliore accoppiamento: 
quest’ultimo veniva valutato iniettando, alternativamente, in una delle due 
cellule T un impulso depolarizzante e misurando il potenziale sinaptico (PS) 
evocato nell’altra cellula T. 
L’efficacia della connessione sinaptica è stata valutata iniettando 
nell’elemento presinaptico un impulso depolarizzante (stimolo test) della 
durata di 200 msec e di intensità variabile tra 0,4 - 0,5 nA, tale da evocare 6 
potenziali d’azione, e misurando l’ampiezza del PS evocato nell’elemento 
postsinaptico mantenuto ad un potenziale di -60 mV. 
In ogni esperimento, è stato misurato il PS dopo aver indotto nella cellula 
presinaptica una AHP di controllo, una AHP ridotta di ampiezza per inibizione 
della Na+/K+ ATPasi e dopo le AHPs indotte durante varie fasi di recupero dal 
trattamento di inibizione della Na+/K+ ATPasi. 
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L’induzione della AHP nell’elemento presinaptico avveniva mediante la 
stimolazione con treni di impulsi depolarizzanti della durata complessiva di 3 
sec, costituiti da impulsi della durata di 200 msec alla frequenza di 2,5 Hz e di 
intensità variabile compresa tra 0,6 - 0,8 nA, tale da indurre 7 - 8 potenziali 
d’azione. Poiché l’ampiezza della AHP dipende dal numero di potenziali 
d’azione indotti dalla stimolazione, per ottenere delle AHPs di ampiezza 
paragonabile, la corrente iniettata durante i treni di stimolazione poteva essere 
variata di intensità per far scaricare alle cellule lo stesso numero di potenziali 
d’azione durante le varie fasi dell’esperimento. 
  
Analisi dei dati 
Sono stati misurati i seguenti parametri: voltaggio a riposo (Vm); resistenza di 
ingresso (Rm), valutata iniettando un impulso iperpolarizzante della durata di 
200 msec e di intensità 0,5 nA; ampiezza della AHP, misurata dalla linea di 
base, che corrisponde al voltaggio a riposo, al picco della deflessione 
iperpolarizzante e ampiezza del PS, misurata dalla linea di base al picco della 
depolarizzazione. I dati sono stati espressi come medie ± E.S. L’analisi 
statistica è stata effettuata utilizzando test per dati non parametrici poiché i 
dati non avevano una distribuzione normale e la significatività statistica è stata 
fissata a p < 0,05 ed indicata negli istogrammi con un asterisco. L’analisi è 




Effetti dell’inibizione della Na+/K+ ATPasi con la DHO sull’ampiezza dei 
potenziali sinaptici 
Allo scopo di inibire la Na+/K+ ATPasi è stata utilizzata la DHO, un analogo 
della ouabaina. Quest’ultima è una tossina di origine vegetale nota per essere 
in grado di bloccare in maniera irreversibile la pompa di membrana. La DHO, 
rispetto al suo analogo presente in natura, offre il vantaggio di avere un effetto 
inibitorio reversibile sulla Na+/K+ ATPasi. 
Una serie di esperimenti preliminari effettuati con concentrazioni decrescenti 
di DHO (dati non mostrati) hanno indicato come più efficace l’utilizzo della 
DHO alla concentrazione di 10 nM. Questa concentrazione produce effetti 
misurabili sull’attività della Na+/K+ ATPasi, senza danneggiare le cellule, 
come dimostrato dal fatto che non sono state misurate variazioni significative 
della resistenza di ingresso durante l’applicazione della sostanza (Tab. 1). 
La perfusione con la DHO 10 nM per 10 minuti determinava, nell’elemento 
presinaptico, una significativa riduzione dell’ampiezza della AHP rispetto a 
quella misurata prima dell’applicazione della DHO (controllo) (p = 0,017, 
Wilcoxon test). Nei primi 10 minuti di lavaggio in soluzione fisiologica 
l’ampiezza della AHP è risultata ulteriormente ridotta (p = 0,027, Wilcoxon 
test), mentre dopo 20 minuti di lavaggio si è misurata una AHP la cui 
 34
ampiezza cominciava a ritornare verso valori non significativamente diversi da 
quelli del controllo (p = 0,678, Wilcoxon test) (Fig. 10 A, C; Tab. 1).  
 




AHP 14,6 ± 1,44 
mV  
   9,85 ± 1 mV 5,5 ± 0,42 mV 8,42 ± 1,51 
mV 
PS 3,36 ± 0,68 
mV 
5,93 ± 0,98 
mV 
6,16 ± 0,75 
mV 




76,4 ± 5,87 
MΩ 
66,7 ± 9,5 MΩ 50,8 ± 4,64 
MΩ 




77,28 ± 11,41 
MΩ 
76 ± 10,3  MΩ 66,7 ± 10,6 
MΩ 
63,25 ± 19,25 
MΩ 
 
Tab. 1: Medie ± E.S. delle ampiezze delle AHPs, dei PSs e delle Rm presinaptiche e 
postsinaptiche misurate nelle varie fasi degli esperimenti con la DHO 10 nM. 
Il campione è composto da 7 coppie di cellule T. 
 
Nell’elemento postsinaptico, sono state misurate le ampiezze dei potenziali 
sinaptici (PSs) evocati dallo stimolo test applicato nell’elemento presinaptico 
subito dopo l’induzione di una AHP. Le medie delle ampiezze dei PSs 
misurate dopo 10 minuti di perfusione con la DHO e nei successivi 10 minuti 
di lavaggio in soluzione fisiologica sono risultate significativamente maggiori 
rispetto a quelle misurate nel controllo (p = 0,0179, Wilcoxon test; p = 0,0277, 
Wilcoxon test, rispettivamente). Come per la AHP, anche i PSs sono ritornati 
ad avere ampiezze paragonabili a quella del controllo dopo 20 minuti di 
lavaggio in soluzione fisiologica (p = 0,59, Wilcoxon test) (Fig. 10 B, D; Tab. 
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1).  
Gli istogrammi in Fig. 10 C e D mostrano, rispettivamente, l’andamento delle 
ampiezze della AHP e del PS misurate durante le varie fasi dell’esperimento 
in un campione di 7 coppie di cellule T. Risulta evidente che ad una riduzione 
dell’ampiezza della AHP nell’elemento presinaptico corrisponde un 
incremento dell’ampiezza del PS nell’elemento postsinaptico. 
In questi esperimenti la DHO veniva applicata disciolta nel bagno di 
perfusione. Ciò determinava un’azione della sostanza anche sulla cellula 
postsinaptica, con conseguente variazione del suo potenziale a riposo che 
subiva una depolarizzazione in seguito all’inibizione della Na+/K+ ATPasi. 
Poiché l’ampiezza dei PSs dipende dal livello di potenziale di membrana al 
quale viene misurato, durante gli esperimenti, le cellule postsinaptiche 
venivano mantenute al voltaggio costante di -60 mV mediante iniezione di 
corrente costante, in modo da rendere paragonabili tra di loro i vari PSs 
misurati. Questo accorgimento è stato adottato anche negli esperimenti 










































































































Fig. 10: Didascalia nella pagina seguente. 
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Fig. 10: A) Tracce registrate dall’elemento presinaptico di una delle coppie di cellule 
T prese in esame, che mostrano le variazioni dell’ampiezza della AHP. B) 
Tracce dei PSs registrati dall’elemento postsinaptico. C) Istogrammi 
riassuntivi delle medie ± E.S. delle ampiezze delle AHPs registrate durante le 
varie fasi dell’esperimento in un campione di 7 coppie di cellule. D) 
Istogrammi riassuntivi delle medie ± E.S. dei PSs. * indica p < 0,05. 
 
 38
Effetto dell’iniezione del cAMP nell’elemento presinaptico sulla 
connessione sinaptica tra due cellule T 
Negli esperimenti condotti utilizzando la DHO, la sostanza veniva applicata 
extracellularmente, andando così ad influenzare l’attività di entrambe le 
cellule T prese in esame. Allo scopo di inibire l’attività della Na+/K+ ATPasi 
esclusivamente nella cellula presinaptica, si è proceduto ad iniettare il cAMP 
all’interno dei soli elementi presinaptici. Infatti, come detto in precedenza, 
l’iniezione intracellulare del cAMP determina, selettivamente, una riduzione 
dell’ampiezza della AHP per inibizione della Na+/K+ ATPasi (Catarsi et al., 
1993).  
Utilizzando un elettrodo θ in cui uno dei due compartimenti era riempito con 
il cAMP 5 mM e l’altro con potassio acetato 4 M, è stato possibile iniettare il 
nucleotide facendo passare una corrente iperpolarizzante di intensità pari a 10 
nA per 1 secondo ogni 2 secondi per una durata complessiva di 30 secondi. 
L’inibizione della Na+/K+ ATPasi da parte del cAMP ha prodotto una 
riduzione statisticamente significativa dell’ampiezza della AHP rispetto alla 
AHP misurata prima dell’iniezione (controllo) (p = 0,0179, Wilcoxon test). 
Dopo 5 minuti dall’iniezione del cAMP, l’ampiezza della AHP tornava ad 
aumentare risultando incrementata in modo statisticamente significativo 
rispetto alla AHP misurata subito dopo l’iniezione del cAMP (p = 0,0277, 
Wilcoxon test) (Fig. 11 A, C; Tab. 2). Le ampiezze dei PSs misurate 
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nell’elemento postsinaptico sono risultate significativamente aumentate dopo 
l’iniezione del cAMP nel neurone presinaptico (p = 0,0117, Wilcoxon test), 
quando nell’elemento presinaptico l’ampiezza della AHP era ridotta, mentre le 
ampiezze dei PSs tornavano a valori paragonabili a quelli iniziali dopo 5 
minuti dall’iniezione cioè quando la AHP (p = 0,735, Wilcoxon test) tornava 
ad aumentare in ampiezza (Fig. 11 B, D; Tab. 2). 
 
 Controllo cAMP 5mM 5 min. dalla 
stimolazione 
AHP 15,14 ± 1,77 mV  10 ± 1,56 mV  12,3 ± 2,23 mV  
PS 2,73 ± 0,82 mV 5,1 ± 0,95 mV  1,7 ± 0,69 mV  
Rm Presinaptica 77 ± 4,71 MΩ 64 ± 9,26 MΩ 74 ± 9,05 MΩ 
Rm Postsinaptica 62,17 ± 9,1 MΩ 69 ± 9,82 MΩ 78 ± 10,7 MΩ 
 
Tab. 2: Medie ± E.S. delle ampiezze delle AHPs, dei PSs e delle Rm presinaptiche e 
postsinaptiche misurate nelle varie fasi degli esperimenti di iniezione del 
cAMP. Il campione è composto da 8 coppie di cellule T. 
 
Durante le varie fasi dell’esperimento sono state valutate le Rms (vedi 
Materiali e Metodi) sia nella cellula presinaptica sia in quella postsinaptica. In 
entrambi i casi non sono state misurate variazioni statisticamente significative 









































































Fig. 11: Didascalia nella pagina seguente. 
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Fig. 11: A) Tracce registrate dall’elemento presinaptico di una delle coppie di cellule 
T prese in esame, che mostrano le variazioni dell’ampiezza della AHP. B) 
Tracce dei PSs registrati dall’elemento postsinaptico. C) Istogrammi 
riassuntivi delle medie ± E.S. delle ampiezze delle AHPs registrate durante le 
varie fasi dell’esperimento in un campione di 8 coppie di cellule. D) 
Istogrammi riassuntivi delle medie ± E.S. dei PSs. * indica p < 0,05. 
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Effetti dell’iniezione di corrente sulla sinapsi tra due cellule T 
Per verificare che la variazione in ampiezza delle AHPs e dei PSs fosse dovuta 
all’entrata del cAMP all’interno dell’elemento presinaptico e non all’iniezione 
di corrente iperpolarizzante, sono stati effettuati esperimenti di controllo in cui 
il cAMP è stato sostituito con potassio acetato 4 M, ovvero con la stessa 
soluzione con la quale sono riempiti gli elettrodi di registrazione, e attraverso 
il compartimento contenente potassio acetato anziché cAMP è stata fatta 
passare, con le stesse modalità, la stessa corrente iperpolarizzante utilizzata 
per l’iniezione del nucleotide ciclico. È stato verificato che né l’ampiezza 
delle AHPs né l’ampiezza dei PSs sono influenzate dall’iniezione di corrente 
iperpolarizzante. Infatti, sia dopo l’iniezione di corrente, sia dopo 5 minuti dal 
termine dell’iniezione di corrente iperpolarizzante le ampiezze della AHP 
sono risultate paragonabili al valore registrato in controllo (Tab. 3) (p = 1, 
Wilcoxon test; p = 0,128 Wilcoxon test, rispettivamente) (Fig. 12 A, C). Nelle 
cellule postsinaptiche, i PSs registrati prima, dopo l’iniezione di corrente e 
dopo 5 minuti sono risultati del tutto paragonabili tra di loro (Tab. 3) (Fig. 12 
B, D). Come evidenziano gli istogrammi di Fig. 12 C e D, quando l’ampiezza 
della AHP non varia anche l’ampiezza dei PSs rimane costante. 
Anche le Rms misurate sia nella cellula presinaptica, sia in quella postsinaptica 
sono risultate paragonabili tra di loro durante tutte le fasi dell’esperimento. 
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 Controllo Iniezione 5 min. dalla 
stimolazione 
AHP 10,16 ± 2,42 mV 10,07 ± 1,81 mV  7,81 ± 1,23 mV  
PS 2,6 ± 0,98 mV 2,82 ± 0,54 mV 2,66 ± 0,69 mV 
Rm Presinaptica 69,8 ± 8,1 MΩ 73,1 ± 6,4 MΩ 76,3 ± 7,2 MΩ 
Rm Postsinaptica 61,6 ± 6,8 MΩ 73,1 ± 6,6 MΩ 69 ± 7,9 MΩ 
 
Tab. 3: Medie ± E.S. delle ampiezze delle AHPs, dei PSs e delle Rm presinaptiche e 
postsinaptiche misurate nelle varie fasi dell’esperimento. Il campione è 




















































































Fig. 12: A) Tracce registrate dall’elemento presinaptico di una delle coppie di cellule T 
prese in esame, che mostrano le variazioni dell’ampiezza della AHP. B) Tracce dei 
PSs registrati dall’elemento postsinaptico. C) Istogrammi riassuntivi delle medie ± 
E.S. delle ampiezze delle AHPs registrate durante le varie fasi dell’esperimento in 
un campione di 7 coppie di cellule. D) Istogrammi riassuntivi delle medie ± E.S. 




In questa tesi sono stati condotti esperimenti allo scopo di analizzare se 
l’inibizione dell’enzima di membrana Na+/K+ ATPasi, responsabile della 
genesi della AHP nei meccanocettori T di H. medicinalis, determinasse 
modificazioni nella connessione sinaptica tra queste cellule ed i neuroni ad 
esse collegati.  
Abbiamo ritenuto che la sinapsi esistente tra due cellule T poste nello stesso 
lato di un ganglio segmentale potesse essere un adeguato sito di connessione 
sinaptica tra la cellula T ed un altro neurone a livello del quale condurre le 
prove sperimentali. Le registrazioni sono state effettuate dal soma di due 
cellule T ipsilaterali, facilmente accessibili in quanto situate sulla stessa 
superficie (ventrale) del ganglio e riconoscibili per forma e posizione. Non è, 
infatti, possibile condurre registrazioni direttamente dai terminali sinaptici, 
poiché localizzati in un groviglio di connessioni che costituiscono il neuropilo 
localizzato nella porzione centrale di ogni ganglio. 
Inoltre, studi precedenti (Scuri et al., 2002) avevano già preso in esame la 
sinapsi tra due cellule T, identificando una forma di plasticità sinaptica 
attività-dipendente. Infatti, è possibile osservare una riduzione dell’efficacia 
sinaptica tra due cellule T misurata come diminuzione dell’ampiezza dei PSs 
evocati nell’elemento postsinaptico in risposta ad uno stimolo test applicato 
nell’elemento presinaptico, dopo che quest’ultimo è stato stimolato 
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ripetutamente, in modo da ottenere un incremento dell’ampiezza della AHP. 
Lo studio qui riportato mostra, invece, che la forza della connessione tra due 
cellule T può aumentare. Nei nostri esperimenti, infatti, abbiamo osservato che 
le ampiezze dei PSs aumentano in corrispondenza di una riduzione 
dell’ampiezza della AHP in seguito ad inibizione della Na+/K+ ATPasi, la cui 
attività genera, in modo preponderante, la AHP nei neuroni T.  
L’inibizione dell’attività della Na+/K+ ATPasi è stata ottenuta utilizzando un 
analogo dell’ouabaina, tossina nota per la sua capacità di bloccare 
irreversibilmente l’enzima di membrana. L’analogo che abbiamo utilizzato, la 
DHO, pur mantenendo le caratteristiche di bloccante della Na+/K+ ATPasi, ha 
un effetto reversibile sull’enzima, come dimostra il fatto che le ampiezze delle 
AHPs recuperavano il valore di controllo dopo 20 minuti di lavaggio in 
soluzione fisiologica. La DHO, come l’ouabaina, blocca l’enzima di 
membrana quando presente sul versante extracellulare della membrana: per 
questo motivo la sostanza è stata applicata nel bagno di perfusione in cui era 
costantemente immerso il preparato da noi utilizzato. Con questa modalità di 
applicazione, la DHO non solo inibiva l’attività della Na+/K+ ATPasi 
nell’elemento presinaptico, ma poteva influenzare anche l’elemento 
postsinaptico. È stata, infatti, osservata una depolarizzazione del voltaggio di 
membrana in entrambe le cellule prese in esame che, nell’elemento 
postsinaptico, è stata bilanciata mantenendo le cellule ad un potenziale di 
membrana di -60 mV. Questo accorgimento è stato adottato allo scopo di 
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valutare i PSs sempre a partire dallo stesso voltaggio a riposo, in modo da non 
influenzare la misurazione della loro ampiezza. L’ampiezza di un potenziale 
sinaptico dipende, infatti, dal livello di potenziale di membrana a cui il 
potenziale sinaptico si instaura. 
I PSs registrati dopo 10 minuti di applicazione della DHO sono risultati di 
ampiezza maggiore rispetto a quelli misurati in controllo, cioè prima 
dell’applicazione della sostanza. La maggiore inibizione della Na+/K+ ATPasi 
si è avuta a 10 minuti di lavaggio con soluzione fisiologica e, in queste 
condizioni, anche i PSs hanno mostrato un ulteriore lieve incremento di 
ampiezza. Ciò suggerisce che maggiore è l’inibizione della Na+/K+ ATPasi, 
più potente è la connessione sinaptica tra le due cellule T. 
Per ottenere l’inibizione della Na+/K+ ATPasi nel solo elemento 
presinaptico è stato iniettato intracellularmente il cAMP. Come riportato da 
Catarsi et al. (1993), il cAMP, mediatore intracellulare degli effetti della 5HT 
nella sanguisuga, è in grado di inibire selettivamente la Na+/K+ ATPasi nelle 
cellule T.  
L’incremento dei livelli citoplasmatici del cAMP nell’elemento presinaptico 
ha prodotto un netto aumento dell’ampiezza dei PSs: tale aumento persisteva 
solo per 5 minuti, quando anche la AHP recuperava il suo valore di controllo 
e, probabilmente, il cAMP era stato idrolizzato dall’azione delle 
fosfodiesterasi, particolarmente attive in queste cellule.  
L’iniezione intracellulare del cAMP è stata effettuata tramite stimolazione con 
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impulsi iperpolarizzanti tali da spingere il nucleotide dentro la cellula per 
repulsione elettrostatica. L’utilizzo di questa stimolazione elettrica per 
permettere l’entrata del cAMP all’interno della cellula avrebbe potuto falsare 
in qualche modo l’equilibrio elettrotonico dell’elemento presinaptico, 
causando ad esempio, una riduzione dell’ampiezza della AHP indipendente 
dall’inibizione della Na+/K+ ATPasi. Per verificare che la riduzione della AHP 
osservata durante gli esperimenti con il cAMP non fosse legata alla 
stimolazione elettrica, è stata effettuata una serie di esperimenti di controllo. 
In questo caso, all’interno dell’elettrodo θ utilizzato per questo tipo di 
esperimenti, il cAMP era stato sostituito con potassio acetato 4 M, 
normalmente utilizzato per le registrazioni intracellulari, mentre il protocollo 
di stimolazione era lasciato inalterato, rispetto agli esperimenti di iniezione del 
cAMP. I dati ottenuti non hanno evidenziato alcuna variazione delle ampiezze 
della AHP e dei PSs, indicando quindi che gli effetti rispettivamente di 
riduzione e di aumento di questi parametri erano dovuti all’entrata del cAMP e 
alla sua azione intracellulare sulla Na+/K+ ATPasi. I dati ottenuti, quindi, 
dimostrano che ad una riduzione dell’ampiezza della AHP, dovuta 
all’inibizione della Na+/K+ ATPasi, corrisponde un aumento nell’efficacia 
sinaptica dei neuroni T. 
Precedentemente, Scuri et al. (2002), hanno evidenziato che 
un’aumentata attività della Na+/K+ ATPasi è responsabile dell’incremento 
dell’ampiezza della AHP nelle cellule T presinaptiche in seguito a 
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stimolazione ripetuta, al quale è correlata una riduzione dell’ampiezza dei PSs 
registrati nell’elemento postsinaptico.  
Questi dati dimostrano che una modulazione della Na+/K+ ATPasi porta ad 
una modulazione dell’output sinaptico del neurone T e pongono attenzione 
sulla Na+/K+ ATPasi come meccanismo di modulazione dell’attività sinaptica.  
Questa ipotesi è sostenuta da alcuni dati riscontrabili in letteratura (Beaumont 
et al., 2002; Pivovarov & Drozdova, 2003; Reich et al., 2003; Muñoz-Cuevas 
et al., 2004; Wyse et al., 2004; Zhan et al., 2004; de Vasconcellos et al., 2005). 
Ad esempio, nell’ippocampo di ratto misurazioni dell’attività della Na+/K+ 
ATPasi, eseguite subito dopo un addestramento, suggeriscono che questo 
enzima di membrana potrebbe essere coinvolto in fenomeni di consolidamento 
della memoria a lungo termine (Wyse et al., 2004).  
Esperimenti condotti su fettine di ippocampo di ratto, hanno dimostrato che il 
blocco con la DHO della Na+/K+ ATPasi induce un blocco degli fEPSP; tale 
effetto non è influenzato dai bloccanti per i recettori del glutammato 
suggerendo quindi l’esistenza di un nuovo tipo di depressione sinaptica o LTD 
(Reich et al., 2004) correlata all’attività della Na+/K+ ATPasi.  
Nella sanguisuga, invece, dai dati ottenuti in questo lavoro sperimentale 
è emerso che l’inibizione della Na+/K+ ATPasi determina un aumento 
dell’efficacia sinaptica, mentre, in esperimenti precedenti si era osservato che 
un aumento dell’attività della pompa di membrana produce una riduzione 
dell’efficacia sinaptica.  
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È interessante osservare che, nelle cellule T di H. medicinalis, l’attività della 
Na+/K+ ATPasi può essere down e up regolata attraverso differenti 
meccanismi intracellulari. Infatti, la modulazione negativa dell’attività della 
Na+/K+ ATPasi è dovuta agli effetti della 5HT che agisce intracellularmente, 
via cAMP, causandone un’inibizione specifica che si traduce in una riduzione 
dell’ampiezza della AHP (Catarsi et al., 1993). 
La modulazione positiva dell’attività della Na+/K+ ATPasi, che determina un 
aumento della AHP, si ha in seguito a stimolazione ripetuta che porta 
all’entrata di calcio all’interno della cellula, ad una mobilizzazione dell’acido 
arachidonico dai fosfolipidi di membrana e alla successiva attivazione della 
via della 5-lipossigenasi (Scuri et al., 2005). 
Quale può essere il significato funzionale della modulazione dell’attività 
della Na+/K+ ATPasi nelle cellule T? 
Le cellule T sono connesse tra di loro da sinapsi miste, cioè i PSs che si 
misurano derivano da una componente elettrica e da una chimica. In tutti gli 
esperimenti descritti in questa tesi le resistenze d’ingresso non sono variate 
significativamente, suggerendo, quindi, che le connessioni elettriche non siano 
state modificate in modo rilevante e che i cambiamenti dell’ampiezza misurati 
siano dovuti ad una variazione nella quantità di neurotrasmettitore rilasciata 
dall’elemento presinaptico. 
Questa ipotesi è difficilmente verificabile sperimentalmente poiché la 
localizzazione dell’albero neuritico delle cellule T non permette la 
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misurazione diretta dei potenziali d’azione che raggiungono i terminali 
sinaptici. Sono pertanto utilizzati di modelli matematici che ricostruissero il 
modello della cellula T con il suo albero neuritico ampiamente arborizzato e 
simulassero la propagazione dei potenziali d’azione lungo questa intricata 
arborizzazione. In questi modelli computazionali è stata presa in 
considerazione sia la geometria del neurone T sia il ruolo della AHP e della 
pompa di membrana nella trasmissione dei potenziali d’azione verso le 
terminazioni sinaptiche (Cataldo et al., 2005). Queste simulazioni hanno 
dimostrato che la modulazione dell’attività della pompa e la conseguente 
variazione dell’ampiezza della AHP, agendo soprattutto nei punti di 
biforcazione del neurite, determina una modificazione del numero di 
potenziali d’azione che possono raggiungere i terminali sinaptici, soprattutto 
quando questi terminano con varicosità. In particolare, l’aumento dell’attività 
della Na+/K+ ATPasi determina una ridotta trasmissione dei potenziali 
d’azione (Lombardo et al., 2004) mentre, dati preliminari, mostrano che 
l’inibizione dell’attività della pompa porta ad una incrementata trasmissione 
degli impulsi che raggiungono il terminale sinaptico(Scuri et al., 2005). 
Si può allora considerare la modulazione dell’attività della Na+/K+ ATPasi 
come un meccanismo in grado di modificare l’efficacia delle sinapsi a monte 




Dai dati riportati in questa tesi sperimentale possiamo concludere che: 
• L’inibizione della Na+/K+ ATPasi, sia a livello della sinapsi sia a livello 
del solo neurone presinaptico, produce nel terminale postsinaptico un 
aumento dell’ampiezza dei potenziali sinaptici evocati da uno stimolo 
test generato nell’elemento presinaptico subito dopo l’induzione di una 
AHP. 
• La modulazione negativa dell’attività della Na+/K+ ATPasi non 
influenza le connessioni elettriche nelle due cellule T la cui sinapsi è 
stata presa in considerazione. 
• Ciò suggerisce che l’inibizione della Na+/K+ ATPasi porti ad un 
aumento del rilascio del neurotrasmettitore. 
• L’inibizione della Na+/K+ ATPasi, nei neuroni sensoriali T, determina 
una riduzione dell’ampiezza della AHP che, nei punti di ramificazione 
del neurite, può portare ad una facilitazione nella trasmissione dei 
potenziali d’azione verso i terminali sinaptici. 
Sarà interessante analizzare questa ipotesi attraverso l’utilizzo di modelli 
computazionali precedentemente sviluppati nei nostri laboratori. Questi 
modelli consentono di simulare modificazioni dell’attività della Na+/K+ 
ATPasi e di analizzare gli effetti a livello dei terminali sinaptici permettendo 
così di superare le difficoltà sperimentali legate alla morfologia delle cellule T 
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che impedisce di registrare direttamente eventi che avvengono a livello della 
sinapsi. 
La modulazione dell’attività della Na+/K+ ATPasi, che si manifesta 
come modulazione della AHP, può essere, quindi, considerata un meccanismo 
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